弥漫大B细胞淋巴瘤(diffuse large B cell lymphoma，DLBCL)的发生、发展和转移与多种细胞通路异常有关，其中具有代表性的为NF-κB通路。NF-κB五个家族成员(p50/105、p52/100、p65/RelA、RelB和c-Rel)两两组成同质或异质二聚体，可以通过经典或非经典途径调节细胞的生物学活性。已有研究表明，异常激活的NF-κB通路在淋巴瘤的发生和进展，以及在肿瘤细胞对放化疗抵抗中起重要作用[@b1]。在本研究中我们对DLBCL患者肿瘤组织中NF-κB/p65表达水平进行检测，并结合临床资料，分析其与患者疗效和生存的关系。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：收集2008年1月至2013年9月在我院就诊的73例DLBCL患者资料。73例患者中男41例(56.1%)，女32例(43.9%)；中位发病年龄58(18\~81)岁，其中\>60岁者34例(46.5%)，≤60岁者39例(53.5%)。所有患者均经手术或穿刺活检获得病理组织标本，采用血常规、免疫组织化学、PET-CT以及骨髓细胞形态学检查、骨髓组织活检，根据2008年WHO淋巴瘤分类标准确诊。Ann Arbor分期：Ⅰ\~Ⅱ期23例(31.5%)，Ⅲ\~Ⅳ期50例(68.5%)；根据国际预后指数(IPI) 44例(60.3%)患者被归为中高风险或高风险(3\~5分)，40例(54.7%)患者存在B症状(发热、盗汗、体重减轻)，11例(14.8%)患者在诊断时查见巨大肿块(任何部位直径超过10 cm)，54例(72.9%)患者有结外累及，35例(47.2%)患者LDH水平增高(\>245 U/L)。

2．免疫组织化学染色检测DLBCL患者肿瘤组织中NF-κB/p65表达水平：取患者活检组织常规固定、石蜡包埋，制备2\~3 µm连续切片。采用免疫组织化学链霉素-生物素过氧化酶(SP)染色法对标本进行染色。NF-κB/p65抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司，工作浓度为1:400；DAB显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。光学显微镜下观察并计算肿瘤活检组织阳性细胞的比例(所有细胞中细胞核染色呈棕黄色的细胞所占的百分数)，参照文献[@b2]方法计算积分：0分：没有核阳性；1分：\<10％核阳性；2分：10%\~40％核阳性；3分：\>40％核阳性。核染色强度也被纳入评分：0分：无染色；1分：浅棕色；2分：棕黄色；3分：深棕色。最后的分数由阳性比例分数乘以染色强度分数得出，按照最后所得分数将患者分为NF-κB/p65低表达组(0\~4分)和高表达组(6或9分)。所有标本均由两位病理科医师采用双盲法独立进行评价。

3．治疗及疗效评估：所有患者均接受R-CHOP(利妥昔单抗、环磷酰胺、阿霉素、长春新碱、泼尼松)方案化疗，平均疗程6(2\~12)个。根据《NCCN非霍奇金淋巴瘤指南》标准评估疗效，分为完全缓解(CR)、部分缓解(PR)、未缓解(NR)。随访截止日期为2014年8月5日，通过电话方式进行随访，中位随访时间为24.8(4\~73)个月。总生存(OS)时间指从诊断到任何原因的死亡或最后一次随访的时间。疾病无进展生存(PFS)时间指从诊断到任何原因的死亡或首次疾病进展或复发或最后一次随访的时间。

4．统计学处理：采用SPSS 21.0软件进行统计学分析。率和构成比的比较采用卡方检验，用Kaplan-Meier法进行单变量生存曲线比较，用Log-rank法进行差异检验，多变量预后分析采用Cox回归模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．NF-κB/p65在DLBCL患者肿瘤组织中的表达：73例患者中NF-κB/p65高表达者20例(27.4%)，低表达者53例(72.6%)。入组患者NF-κB/p65的表达及与临床变量的关系详见[表1](#t01){ref-type="table"}, NF-κB/p65高表达组患者和低表达组患者在年龄、性别、分期、B症状、IPI评分、巨大肿块、结外累及以及LDH水平的差异均无统计学意义(*P*值均\>0.05)；在非生发中心样(non-GCB)患者组中，NF-κB/p65高表达者占35.4%(17/48)，显著高于其在生发中心样(GCB)患者组的12.0%(3/25) (*P*=0.033)。

###### 73例弥漫大B细胞淋巴瘤患者肿瘤组织中NF-κB/p65的表达及与临床变量的关系\[例数(％)\]

  临床因素                   低表达组(53例）   高表达组(20例）   *χ*^2^值   *P*值
  ------------------------- ----------------- ----------------- ---------- -------
  年龄\>60岁                    21(39.6)          13(65.0)        2.807     0.094
  男性                          30(56.6)          11(55.0)        0.015     0.902
  Ann Arbor分期Ⅲ\~Ⅳ期           35(66.0)          15(75.0)        0.205     0.651
  有B症状                       30(56.6)          10(50.0)        0.256     0.613
  IPI评分3\~5分                 31(58.5)          13(65.0)        0.257     0.612
  有巨大肿块                     6(11.3)           5(25.0)        1.189     0.276
  结外累及                      38(71.7)          16(80.0)        0.520     0.471
  LDH增高(\>245 U/L)            23(43.4)          12(60.0)        1.604     0.205
  Hans分型(非生发中心样）       31(58.5)          17(85.5)        4.532     0.033
  完全缓解                      31(58.5)           7(35.5)        3.210     0.073

注：IPI：国际预后指数；B症状：发热、盗汗、体重减轻

2．NF-κB/p65表达水平与短期疗效的关系：73例患者均在接受R-CHOP方案化疗4或6个疗程后行PET-CT首次评价疗效，CR者38例(52.0%)，PR者33例(45.2%)，NR者2例(2.7%)。NF-κB/p65高表达组与低表达组患者间CR率差异无统计学意义(*P*=0.073)([表1](#t01){ref-type="table"})。

3．NF-κB/p65表达水平对患者预后的影响：73例患者中，2年OS率和PFS率分别为75.3％和64.4%。NF-κB/p65高表达组与低表达组患者的生存曲线见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。NF-κB/p65高表达组较低表达组的预后差，生存期明显缩短，其2年OS率分别为55％和83% (*P*=0.012)，2年PFS率分别为35％和73%(*P*=0.005)。其中GCB患者中，NF-κB/p65高表达者与低表达者的2年OS率及PFS率差异无统计学意义(*P*值分别为0.166和0.109)；而non-GCB患者中，NF-κB/p65高表达者的2年OS率(52％对83%，*P*=0.043)及PFS率(35％对74%，*P*= 0.034)均较低表达者降低([图2](#figure2){ref-type="fig"})。

![NF-κB/p65表达对弥漫大B细胞淋巴瘤患者总生存(A)和疾病无进展生存(B)的影响](cjh-36-10-872-g001){#figure1}

![NF-κB/p65表达对非生发中心样弥漫大B细胞淋巴瘤患者总生存(A)和疾病无进展生存(B)的影响](cjh-36-10-872-g002){#figure2}

单因素分析结果显示，IPI评分中低风险(0\~2分)29例，高风险或中高风险(3\~5分)44例，2年OS率分别为89.7％和72.0% (*P*=0.002)，2年PFS率分别为82.8％和54.5% (*P*= 0.000)([表2](#t02){ref-type="table"})。

###### 影响弥漫大B细胞淋巴瘤患者预后的单因素分析

  影响因素                  总生存   疾病无进展生存           
  ------------------------ -------- ---------------- -------- -------
  年龄                      2.810        0.094        3.133    0.081
  性别                      0.576        0.448        0.000    0.987
  Ann Arbor分期             1.438        0.231        0.769    0.380
  B症状                     2.042        0.153        0.466    0.495
  IPI评分                   9.888        0.002        13.860   0.000
  巨大肿块                  0.548        0.431        0.005    0.945
  结外累及                  0.152        0.697        1.576    0.209
  LDH水平                   3.872        0.074        3.478    0.062
  Hans分型(GCB或non-GCB)    1.264        0.354        0.009    0.925
  p65                       6.241        0.012        7.828    0.005

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；IPI：国际预后指数指数；GCB：生发中心样；non-GCB：非生发中心样

多因素分析结果显示，IPI评分(OS：*HR* = 6.762，95%*CI* 1.454\~32.301，*P*＝0.025；PFS：*HR*=7.240，95% *CI* 1.875\~27.488，*P*=0.004)和NF-κB/p65表达水平(OS：*HR*=1.954，95%*CI* 1.475\~5.090，*P*=0.032；PFS：*HR*= 3.472，95%*CI* 1.883\~9.279，*P*=0.005)为影响患者OS和PFS的独立预后因素([表3](#t03){ref-type="table"})。

###### 影响弥漫大B细胞淋巴瘤患者预后的多因素分析

  影响因素          *HR*    95%可信区间   *P*值   
  ---------------- ------- ------------- -------- -------
  总生存                                          
   B症状            0.657      0.240      1.797    0.413
   Hans分型         1.362      0.439      4.219    0.593
   LDH水平          0.536      0.165      1.742    0.300
   IPI评分          6.762      1.454      32.301   0.025
   p65              1.954      1.475      5.090    0.032
  疾病无进展生存                                  
   B症状            0.544      0.215      1.377    0.199
   Hans分型         1.576      0.581      4.272    0.372
   LDH水平          0.832      0.317      2.183    0.709
   IPI评分          7.240      1.875      27.488   0.004
   p65              3.472      1.883      9.279    0.005

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；IPI：国际预后指数指数

讨论 {#s3}
====

NF-κB家族成员p65被报道参与NF-κB通路激活的经典通路及非经典通路，被视为NF-κB通路激活的重要证据[@b3]。然而，p65表达的研究状况及其预后意义仍然非常有限。我们的研究结果表明在DLBCL患者中NF-κB/p65在27.4％的患者肿瘤组织细胞核中高表达，尤其在non-GCB样DLBCL患者中NF-κB/p65高表达提示预后不良。

由于已知NF-κB在肿瘤的发生和转移方面发挥着重大作用，很多研究着力于探索实体瘤中NF-κB表达的临床意义，以提示疾病预后，其中包括淋巴瘤[@b4]。NF-κB的表达被认为是抵抗放化疗、疾病复发从而减少生存的重要标志，它的表达是独立于DLBCL传统临床病理因素的。我们的研究结果显示，在所有患者中NF-κB/p65的高表达被证实与患者2年OS和PFS时间明显缩短有密切关系，在non-GCB组患者中NF-κB/p65高表达者较低表达者预后差，但在GCB组患者中并未发现。Bavi等[@b5]对203例DLBCL患者进行研究，发现有52例(25.6%)患者NF-κB表达阳性，且多见于non-GCB样患者，差异有统计学意义，表达阳性者较阴性者生存期明显缩短，NF-κB可作为预后标记物提示预后。Davis等[@b6]在non-GCB样DLBCL细胞株中发现IKK激酶活性、IκB迅速降解以及能与NF-κB DNA绑定的活性，使得NF-κB二聚体得以进入细胞核，激活NF-κB通路，但在GCB样DLBCL中未发现。尽管上述两个研究的结果和我们的结果一致，但仍有一些研究的结果与我们的结果有差异。Shin等[@b7]的研究结果显示NF-κB阳性率为84.3% (59/70)，在GCB样和non-GCB样患者间的差异无统计学意义，NF-κB与DLBCL患者的生存未见相关性。这些差异可能与各个实验室所使用的NF-κB家族成员不同、所取的阈值不同、患者的治疗方案和研究的样本量等因素有关。此外在本研究中我们发现NF-κB/p65在non-GCB样DLBCL患者中高表达，并与患者预后不良相关。常规的化疗方法对GCB样DLBCL患者疗效优于non-GCB样，其原因与\>50％的non-GCB样DLBCL和小部分的GCB样DLBCL患者存在一定的NF-κB靶基因REL的自身突变有关。发生靶基因REL自身突变使NF-κB处于一种异常状态，这种状态的淋巴细胞不仅更容易向肿瘤方向生长，且对化疗放疗都不敏感[@b8]。所以，NF-κB/p65在DLBCL尤其在non-GCB样患者中可以作为预后标志物，然仍需进一步探索NF-κB/p65的作用和可能的机制。

在我们的研究中，73例患者均在结束4或6个疗程R-CHOP方案化疗后行PET-CT首次评估疗效，但超过半数的患者因自身原因等未再进行系统的疗效评估，故目前仅可针对患者的短期疗效分析与NF-κB/p65的表达水平有无关联。结果显示，NF-κB/p65的表达水平在短期疗效上的差异无统计学意义，NF-κB/p65表达水平对患者的2年OS率及PFS率影响差异有统计学意义，分析其可能的原因为：①R-CHOP方案在DLBCL患者短期疗效较好，但长期疗效尚无定论。有研究表明，经R-CHOP方案治疗患者的10年生存期较经CHOP方案治疗患者生存率增高(43.5％对27.6%)，但这两组患者因其他疾病死亡的风险相同，如疾病晚期复发、二次癌症等，5年疾病进展的发生率约7%。故虽然利妥昔单抗被广泛应用，仍有小部分患者疾病进展迅速，早期复发[@b9]；②利妥昔单抗在体内是否能阻断或抑制NF-κB通路激活尚不清楚[@b10]。有研究发现利妥昔单抗在DLBCL细胞株中可以抑制NF-κB通路的激活，然而这一发现的临床意义尚不十分清楚，文献[@b10]中提到GCB样DLBCL中罕见NF-κB通路的激活，本研究25例GCB样DLBCL患者中仅3例(12%)存在该通路的激活。然而有研究显示对non-GCB样和GCB样DLBCL来说，加入利妥昔单抗后两者的OS率均显著改善[@b11]--[@b12]。故目前应寻找较利妥昔单抗更能抑制NF-κB通路激活、更能提高长期疗效的药物来联合CHOP方案作为新的治疗策略。

蛋白酶体抑制剂的使用被视为新的治疗方法，主要原因为泛素-蛋白酶体通路是细胞的泛素化蛋白被降解的主要机制，而许多细胞周期运行的关键蛋白，包括那些参与在NF-κB通路激活中蛋白均被泛素化调控。也就说明使用蛋白酶体抑制剂后，与NF-κB通路激活相关的蛋白会被泛素化而降解，即抑制了NF-κB通路的激活。至今，只有硼替佐米这一种蛋白酶体抑制剂被用于临床，也有研究表明硼替佐米联合R-CHOP方案可以显著提高DLBCL患者的缓解率以及OS、PFS率[@b13]。所以，继续发现新的NF-κB通路抑制剂不仅有利于一线治疗，对于复发后的治疗更有价值，这值得我们更加深入的研究。
